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Haznalati minta cfme: Szoveti mikrosorozat epitp kezimiiszer Ke^xlef 



to kezimuszer Keszret 
j ELS0BBSEG1 P&DANY 



Haszndlati mintank targya szSveti mikrosorozat 6pft6 kezimuszer keszlet, amely szSvethenger 
kiszurot es also- es felsoreszbol alio TMA blokk kiontot foglal magaban. 
A szoveti mikrosorozat epito kezimuszer keszlet TMA sorozatok keszftesere alkalmas, mely a 
hagyomanyos, rutin szovettani laboratoriumi korulmenyekhez jol illeszkedve lehetove teszi 
TMA sorozatok gyors, megbizhato "h&zilagos" elkeszites6t. 

A TMA (TMA, tissue microarrays) technoldgia diagnosztikus markerek, rosszindulatii 
daganatok agresszivitasaval kapcsolatos parametereknek es tumorsejtek egyeb bioldgiai 
jeilemzoinek meghatarozas&ra alkalmazhato. 

A TMA nagyon hasznos retrospektiv tanulmanyok kivitelezesere a korszovettani 
laboratoriumokban t&rolt sokezernyi szovettani minta sokezemyi molekularis biologiai 
marker iranyaba torteno vizsgalatara. 

A DNS-chiphez hasonloan, mely a genomot vizsgalja elteresek, abnormalis g<Sn-expresszio 
kimutatasara, a szoveti microsorozatok (TMA, tissue microarryas) megengedik a biologiai 
mintak parhuzamos feldolgozafeat. A TMA modszer lehetSve teszi a kutatok szamara 
kulonbozo molekularis parameterek (DNS, RNS molekularis biologiai eljarasokkal es 
antigenek immunhisztok^miaja/immuncitokemiaja) egyideju osszehasonlito vizsgalatat 
szamos rosszindulatu dagnatos szovetbol vett szovettani mintakban egyetlen TMA 
alkalmazasavaL 

i i 

Nagy szamu, az ep es koros (elsosorban a daganatos) sejtek genomjat es fenotipusat 
meghatarozo, uj antigen-determinansokra fajlagos monoklonalis ellenanyag fejlesztese van 
folyamatban es keriil bevezetesre diagnosztikus 6s terapias alkalmazasra (immunmorfologia). 
Folyamatos a genetikai modszereken alapulo vizsgalo eljarasok elterjedese, melyek alapja a 
sejtekben a DNS es/vagy mRNS egyes szakaszainak azonosftasa (molekularis biologia). 
Szoveti reaktivitasuk es potencialis alkalmazhatdsaguk megitelese a leggyakoribb daganat 
tipusokban szamos laboratorium feladata. 

Ebbol kovetkezoen megaliapithatjuk, hogy a vizsgalati eljaras elterjedt, rendkivul szeles 
korben alkalmazott. 
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A vizsgalati eljaras sori^obb kiil6nbozo tumorszovetbol vett^^vettani minta keriil 
rendezett sorozatokban paflffihba beagyazasra a TMA kialakitasa c&jabol. A TMA blokk 
keriil metszesre, melynek eredmenyek&rt a kttlSnbSzo tumorszSvetek pontszeru kepletekkent 
jelennek meg a szovettani f6nymikroszk6pos metszetekben. Mivel valamennyi TMA blokkbol 
tobb szaz, parhuzamos, egyenkent 3-4 \im vastagsagu sorozatmetszet keszitheto, tiibb szaz 
molekularis parameter vizsgalahato ugyanazon mintasorozaton. Szamos tumormarker 
elemzese par net alatt kivitelezheto, mig ugyanez a hagyomanyos modszerrel, 
szdvetmintankent t6bb honapot igenyelne. 

Jelen ismereteink szerint a hagyomanyos, teljes meretu szovettani metszeteken (fagyasztott 
es/vagy fixalt-beagyazott szovetekbol) es citologiai mintakon (kenetek, tilepitmenyek, 
leriyomatok, citocentrifugatumok, stb.) vegzett reakciok hasznosak a daganatok molekularis 
markereinek kimutatasara, a korlefolyas el6rejelz<5sere. Ugyanakkor technikai 6s anyagi 
okokbol csak korlatozott szamu minta vizsgalhat6, az ertekeles idoigenyes, laboratoriumok 
kozStti 8sszehasonlit6, reprodukalhato vizsgalatok nehezen kivitelezhetok. ElsSsorban a 
reprodukalhatosag hianya a hatranya az u.n. „multi-tissue block" modszernek, mely egy 
szovettani blokkban szamos ktilonbfizo sz6vetbSl/blokkb61 szarmazo reszletet tartalmaz, 
emellett gyakorta a daganatszoveteken belul az egyes molekularis markerek eloszlasa 
meglehetosen heterogen, egyetlen kis meretu szdvetreszlet nem reprezentalja megfeleloen az 
egesz tumorsejt populatio biologiai jellemzoit. 

A „chip" technol6giara nagy mertekben emlekezteto, mondhatni, azon alapulo eljaras, a 
sz6veti mikrosorozatok („tissue microarrays", TMA) alkalmazasa lehetov<§ teszi szazas/ezres 
nagysagrendben a szovetmintak vizsgalatait. 

Egyre nagyobb szamban jelennek meg az orvosi biotechnologiai alapkutatasban azon 
ismeretek, melyek alkalmazasa mind a diagnosztikumok, mind a kezelesi eljarasok, terapias 
keszitmenyek alapjait alkotjak. Ugyanakkor az ezekkel kapcsolatos alkalmazott kutatas es 
kutatas-fejlesztes (K&F), valamint a klinikai kiprobalas folyamatai hosszadalmas, tebb eves, 
gyakran evtizedes ido es ezzel parhuzamos anyagi rafordftast igenyelnek. Hasznalati mintank 
szerinti szoveti mikrosorozat epito kezimuszer teszlet megbizhatdan es koltsegkimelo modon 
roviditi a szukseges vizsgalati id6t. 



A 4 820 504 szabadalmi l^jmszamu US szabadalomban foglaltal^ ismert es vilagszerte 
elterjedt eljarast ismertetnek, mely t6bb szdvetmintat magaba foglald vizsgalati minta 
kialaki'tasara szolgal. E16nye az egyszeru, gyakorlaitlag valamennyi rutin- es 
kutat61aborat6riumi hatterben val6 kivitelezhetdseg, alacsony koltsegigeny, uj muszer 
beszerzeset nem igenyli. Az eljaras hatranya, hogy az ujonnan, egymas melle beagyazott 
szovetmintak veletlenszeruen helyezkednek el, nem rendezett sorokba-oszlopokba 
rendezetten, ami az ertekelest nagy mertekben nehezfti, az automatikus (kepelemzd) 
feldolgozas gyakorlatilag lehetetlen, vagy csak igen bonyolult, lassu es nehezkes formaban 
kivitelezhetS, az egyes szdvetmintak merete is csak k6zelit61eg hasonlo. Az eljaras leirasahoz 
uj eszkoz nem tartozik. 

A mi eljarasunk es a hasznalati mintank targyat kepez6 eszkoz eppen ezen hatranyok 
kivedeset celozza. 

A 5 002 377 szabadalmi lajstromszamu US szabadalom egy eszkozt fr le, mely szabalyos 
sorokba-oszlopokba rendezi a szovetmintakat es igy nyer multiplex szQvetblokkot. EI6z6vel 
azonos bejegyzdje igen ismert a szakteriileten, ennek ellenere az eljaras nem terjedt el szeles 
korben. Ketsegtelen elonye az eszkoz alkalmazasaval szabalyos, kSzel azonos meretu 
szovetmintak eloaWtasa es beagyazasa valosul meg. Hatranya viszont, hogy a blokk 
kialakftasa soran az egyes szovet-hasabok -bar csak minimalis mertekben- eltolodhatnak. Az 
eszkoz legnagyobb hatranya meg, hogy egyreszt nem biztosftja a legelterjedtebb es 
legismertebb laboratdriumi hasznalati eszkozokkel (muszerek es fogyoeszkozok) valo 
kompatibilitast, masreszt harom igen eltero eszkSzt igenyel, ennek ellenere a manualis 
tevekenyseg igen jelent6s szerepet jatszik ezek hasznalataban. Az egyik eszkoz egy tobb 
parhuzamosan elrendezett vagolapbol all, melyek a szSvetmintakbol szovethasabokat vagnak 
ki, mely kizar61ag nagyobb meretu mintakon alkalmazhato. A masik ket komponens a 
kivagott szovethasabok egyetlen paraffin blokkba torten5 beagyazasat teszik lehetdve. 
A 6 103 518 szabadalmi lajstromszamu US szabadalom altal ismertetett keszUlek 
vegeredmenyet tekintve j61 hasznalhato szoveti mikrosorozatok eloallitasat eredmenyezS 
asztali muszer. Az eljaras a befogado paraffinos blokk (recipiens) befogadd-helyeinek es a 
donor blokk kivalasztott helyeirol torteno mintak (sz6vethengerek) vetelenek a jol orientalt 
modszeren alapul. Ezen elonydk mellett magas arfekvese, bonyolult mechanikai megoldasai 
es a recipiens blokk befogadd "helyeinek egyenkent torteno elkeszftese jelent hatranyt a 
mindennapi gyakorlatban. 



3 



Hasznalati mintank ele jgfcott eel a fenti megoldasok hatranyai^^cikuszobolese, olyan 
szoveti mikrosorozat kezimuszer keszlet kidolgozasa, Sly egyszeru, olcso, 

kompatibilis valamennyi, altalanosan elterjedt szovettani laboratoriumi all6 es 
fogyoeszkozzel. A kezimuszer alkalmazasanak lenyege, hogy a recipiens blokk keszitese 
elkOlentil a mintaveteltol, igy ,az eldbbiek eldzetesen is elkeszfthetok es ktil6n tarolhatok, a 
mintak utolag is behelyezhetok a recipiens blokkba, kis helyigenyu, konnyen tiztithato, 
karbantartast gyakorlatilag nem igenyel, valamennyi alkatresze kuls6 fizikai es kemiai 
behatasnak ellenalld es a recipiens blokk egy lepesben kialakithat6. 

Hasznalati mintank azon a felismeresen alapul, hogy a megoldasunk szerinti szSveti 
mikrosorozat epit6 kezimuszer keszletet mereteiben egymashoz illeszkedS olyan elemekbol 
kell kilalakftani, amelyek illeszkednek a hagyomanyos rutin szovettani laboratoriumi 
koriiimenyek k6z6tt hasznalt eszkozokhoz, a szflveti mikrosorozat epit6 kezimuszer keszletet 
tehat ligy alakitottuk ki, hogy az szovethenger-kiszurot es als6- es felsSreszbol alio TMA 
blokk kiontot foglal magaban es ezen ut6bbihoz a hagyomanyos, legelterjedtebben 
hasznalatos paraffin blokk kiemelS (blokk-tart6, blokko!6) j61 illeszkedik. A szovethenger 
kiszuro ismert muszaki megoldas, a kiszuras elven mukodo keszulek. A szuroveg kisziird 
csokent van kialakitva, amelynek bels6 atmeroje egy vagy ketto mm. Ez a kiszurocso fogadja 
be a minta (donor blokk) meghatarozott helyerol vett szovethengert, amit a k<5sziilek 
belsejeben rugdval visszatolt dugattyukent mukodo tuszonda segftsegevel manualisan lehet 
kitolni a szur6vegb61. A tuszonda kulso atmeroje megkozeliti a szuroveg belsd atmerojet, es 
ligy van meretezve, hogy azon belul szabadon csusszon. 

TMA blokk kiSnto ket fo elembol keszttl, u.n. als6reszb61 es felsoreszbol. Az alsoreszt 
sorokba es oszlopokba rendezett, egy vagy kett8 mm, a kiszurocsoevel megegyezo atmeroju 
kozepen elrendezett tiiskekkel lattuk el. Miutan a paraffin blokk kiSntesekor az also es 
felsoresz osszeszerelt allapotbah van es a paraffint a felsoresz altal kepzodo iiregbe ontjiik, 
abban egy olyan peremet kellett kialakitani, amely mereteiben es alakjaban megegyezik a 
laboratoriumokban altalanosan hasznalt u.n. paraffinblokk kiemel6 alakjaval es mereteivel. 
Az als6reszen legalabb ketto db, az alaplapba epitve legalabb ketto fliggoleges megvezeto 
csapot kell epiteni, amely biztositja, hogy a kibnto kezimuszer szetszerelesevel a 
paraffinblokkot parhuzamosan, seriilesmentesen lehessen kiemelni. A TMA blokk ki6nto 
also- es fels6reszenek szetnyitasakor a ket elem egymastol valo egyenletes eltavolodasat 
legalabb kett6 egymassal atloban elrendezett menetes szarakkal biztositottuk. 
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Az ismertetett hatranyok kj^zobSl&et olyan szoveti mikrosorozat <^kezimuszer keszlet 
biztosftja, amely szoveti ^krosorozat epit6 kteimfiszerkeszlet, amely Snmagaban ismert 
megoldasu szdvethenger kiszurobol es TMA blokk kiontobol all ahol a TMA blokk kiSnto 
also es felsSreszbol fill, az als6n§sz kozepen sorokba es oszlopokba elrendezett, az alaplapra 
merdlegesen alio ttiskekkel van ellfitva, a felsoresz a TMA blokk kionto osszeszerelt 
allapotaban a tuskeket magfiba foglalo peremes kivfigassal van kialakitva, amely kivagas 
pereme es merete illeszkedik a paraffinblokk kiemelo alakjahoz es mereteihez, valamint az 
also- es felsoresz megvezetd csapokkal 6s menetes szarakkal kapcsolodik egymashoz 
vizszintes iranyban rogzitve, a TMA blokk kionto alsoresze legalabb ket fiiggoleges 
megvezetScsappal van ellatva amely megvezet6csapok a fels6r<Sszen kialakitott furatokba 
fiiggoleges iranyban elmozdithatoan csatlakoznak, a TMA blokk kionto felsoreszeben 
legalabb ketto atlosan elhelyezett fitmend furat van, amelyekbe a menetes szarak illeszkednek 
^ es a menetes szarak vege a TMA blokk kionto osszeszerelt allapotaban az alsoreszen 
tamaszkodik. 

A hasznalati mintank szerinti sz6veti mikrosorozat epfto k6zimuszer keszletet rajzok 
segitsdgevel ismertetjak r^szletetfen. 

1 . fibra a TMA blokk kiontot axonometrikusan abrazolja 

2. fibra a szoveti mikrosorozat epfto kezimuszer keszletbol TMA blokk kiontdt es a paraffin 
blokk kiemelot axonometrikusan mutatja be. 

3 . fibra a kesz paraffin blokkot abrazolja a szovethenger kiszuroval. 

^ Az 1. fibran bemutatott 1 TMA blokk ki6nto ket fo elembol keszttl, u.n. 2 alsoreszbol es 3 
felsSrdszbol. Az 2 alsoresznek * sorokba es oszlopokba elrendezett, egy vagy ketto mm 
atmeroju 4 tiiskei vannak. A 4 tuskelc fitmeroje azonos a SZK szSvethenger kiszuro 8 
kiszurocsfivenek atmerojevel. Az 2 alsoreszen legalabb ketto az 2 alsor<5szre merSIeges 5 
vezeto csapok vannak, amelyek biztosftjak, hogy a ki6nt6 kezimuszer sz&szerelesevel a PB 
paraffin blokk parhuzamosan legyen kiemelve 6s ne serilljiin. A 3 felsSresz kttlso merete 
megegyezik az 2 alsoresz meretevel <*s kfizepen a 4 tiisk<5ket befoglalo meretu 7 peremesen 
kikepzett 6 kivagasa van. A 6 kivagason kikepzett 7 perem ugy van kialakitva, hogy abba 
illesztheto legyen a 2. fibrfin lfithat6, kereskedelmi forgalomban kaphato PBK paraffin blokk 
kiemelS. Az 2 als6r<§szen 5 vezetocsapok vannak, amelyek a 3 felsoreszen kialakitott 10 
fitmeno furatokba csatlakoznak, valamint a 3 felsSreszen levo tovabbi 1 1 atmeno furatokba az 
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Ssszeszerelt 6s a paraffmblokkal kiontdtt szerszam egyenletes.^ket resz parhuzamos 
szetnyitasdt segito 9 men^Ptzarak illeszkednek. 




A 1 TMA -blokk kidntd 2 also- 6s 3 felsdreszenek szetnyitasakor a ket elem egymastdl val6 
eltavolodasat legalabb ketto, egymassal at!6ban elrendezett 9 menetes szarakkal biztositjuk. A 
SZK szovethenger kiszurd egy vagy kettd mm belso atraeroju 8 kiszurocsdben vegzfidik. 
Az onmagaban ismert mQszaki megoldasu SZK szovethenger kiszur6 fogadja be a minta 
(donor blokk) meghatarozott helyerol vett szovethengert, amit a keszulek belsejeben rugoval 
visszatolt dugattyukent mukodd tOszonda segi'tsegevel manualisan lehet kitolni a 8 
kiszwocsobol. 

A tttszonda kttlso atmeroje megkozeh'ti a 8 kiszurocsS belso atmerqjet, es ugy van meretezve, 
hogy azon belttl csusszon. 

A paraffin blokk keszitesekor az Ssszeszerelt 1 TMA blokk kiSntdt a 6 kivagason feltQltjUk 
paraffinnal. A paraffin lehuleset kdveto megdermedese es a szerkezetbol tSrteno kiemelese 
utan egy vagy ketto mm atmeroju szabalyos sorokba, oszlopokba rendezett, parhuzamos 
hossztengelyfi hengeres lyukakat tartalmazo PB paraffinblokk (recipiensftefogad6 blokk) j6n 
letre. Ezen lyukakba lehet az' azohos keresztmetszet-atmerqju, a donor blokkokbol a SZK 
szSvethenger kiszuroval kiemieif szSvethengereket (punch) betolni, amely folyamat vegen 
letrejdn a TMA blokk: 

Mint leirasunkbol lathatd a hasznalati mintank kifejlesztesevel megvalosult a kitfizfitt cel. A 
TMA sorozatok keszitesere alkalmas keszimfiszer olyan egyszeru, olcso, konnyen kezelheto 
es tisztan tarthato, kornyezetet nem karosito kezimuszer, mely a hagyomanyos, rutin 
szovettani, laboratoriumi korulmenyekhez j61 illeszkedve iehetSve teszi TMA sorozatok 
gyors, megbizhato elkeszfteset. 
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Hasznalati minta igenypontok 



Szoveti mikrosorozat epito kezimuszerkeszlet, amely onmagaban ismert megoldasu 
szSvethenger kiszurdbdl es TMA blokk kiontob61 all azzal jellemezve, hogy a TMA blokk 
ki6nt6 also- (2) es felsoreszbol (3) all, az als6resz (2) kozepen sorokba es oszlopokba 
elrendezett, az alaplapra merolegesen all6 tiiskekkel (4) van ellatva, a felsoresz (3) a TMA 
blokk kionto (1) osszeszerelt allapotaban a tiiskeket (4) magaba foglalo peremes (7) 
kivagassal (6) van kialakltva, amely kivagas (6) pereme (7) es merete illeszkedik a 
paraffin blokk kiemelo (PBK) alakjahoz es mereteihez, valamint az also- (2) es felsoresz 
(3) megvezeto csapokkal (5) es menetes szarakkal (9) kapcsolodik egymashoz vizszintes 
iranyban rogzitve. 



2. Az 1. Igenypont szerinti kezimuszerkeszlet azzal jellemezve, hogy a TMA blokk ki6nto 
(1) alsoresze (2) legalabb ket fiiggoleges megvezetocsappal (5) van ellatva, amely 
megvezetScsapok (5) a felsdreszen (3) kialakltott furatokba (10) fiiggoleges iranyban 
elmozdithatoan csatlakoznak. 

3. Az 1. Igenypont szerinti kezimuszerkeszlet azzal jellemezve, hogy a TMA blokk kidnto 
(1) felsoreszeben (3) legalabb ketto atlosan elhelyezett, atmeno furat (1 1) van, amelyekbe 
a menetes szarak (9) illeszkednek es a menetes szarak (9) vege a TMA blokk kionto (1) 
dsszeszerelt allapotaban az alsoreszen (2) tamaszkodik. 
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